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(57) Abstract 



The invention pertains to a method for producing heterologous bispeciflc antibodies. The object of the invention is a method designed 
to yield heterologous bispeciflc antibodies with a high level of purity. This is attained by producing a quadroma fused from hybridomas, 
one of which produces antibodies that have an affinity to the binding site of protein A and the other of which produces antibodies that have 
a weaker or no affinity to the binding site of protein A; by propagating and cultivating the quadromas as usual, and by eluting the bsAk in 
a pH range at least 0.5 units above the pH at which the antibodies with greater affinity to the binding site of protein A are still bonded. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von heterologen bispezifischen Antikorpem. Aufgabe der Erfindung ist es, das 
Verfahren so auszugestalten, daB es moglich ist, heterologe bispezifische Antikorper mit hoher Reinheit herzustellen. Gelost wird diese 
Aufgabe durch Erzeugung eines Quadroms fusioniert aus Hybridomen, von denen eines Antikorper produziert, welche" eine Afflnitat zur 
Bindungsdomane von Protein A besitzen, und von denen das andere Hybridom Antikorper produziert, welche im Vergleich zum ersten 
Antikorper eine schwachere oder keine Afflnitat zur Bindungsdomane von Protein A besitzen, Vermehrung und Kultivierung der Quadrome 
in ublicher Weise und Elution der bsAk in einem pH-Bereich, der mindestens 0.5 Einheiten iiber dem pH liegt, bei dem die Antikorper mit 
starkerer Afflnitat zur Bindungsdomane von Protein A noch gebunden sind. 
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Verfahren zur Herstelluna von heteroloaen bispezif i schen Anti- 
korpern 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von hete- 
rologen bispezif ischen Antikorpern. 

Definitionen einiger unten angefuhrter Begriffe: 

Bispezif ische Antikorper bsAk: 

Ein bsAk ist ein Paar, bestehend aus schwerer und leichter Im- 
munglobulinkette, homolog zu einem monoklonalem Antikorper, 
der gegen ein bestimmtes Antigen gerichtet ist, wahrend das 
andere schwere/leichte- Immunglobulinkettenpaar homolog zu ei- 
nem monoklonalen Antikorper ist, der ein anderes Antigen er- 
kennt. Dies resultiert in der Fahigkeit des bsAk zwei unter- 
schiedliche Antigene simultan zu binden. 

Heterologe bispezif ische Antikorper: 

Als heterolog werden in diesem Zusammenhang bsAk bezeichnet, 
die schwere/leichte- Immunglobulinkettenpaare unterschiedli- 
cher Species Oder Subklasse besitzen. 

Quadrom = Hybrid-Hybridom 

Quadrome result ieren aus der Fusion zweier antikorperproduzie- 
render Hybridomzellen. 

Parentale Antikorper: 

Parentale Antikorper werden ebenfalls von Quadromen produziert 
und sind mit den monoklonalen Antikorpern der Ausgangsklone, 
die zur Herstellung der Quadrome verwendet wurden, identisch 
(siehe Fig, 1) . 

Bispezif ische Antikorper (bsAk) besitzen eine Vielzahl von An- 
wendungsbereichen die, von der Immundiagnostik [1] bis zur 
Therapie (z. B. Immuntherapie von Tumoren, [2]; Unterdriickung 
von AbstoBungs- und Autoimmunreaktionen, [3]) beim Menschen 
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reichen. Prinzipiell konnen bsAk durch drei unterschiedliche 
Verfahren hergestellt werden, mittels chemischer Konjugation 
[4], mit Hilfe gentechnischer Methoden [5] Oder durch die Fu- 
sion zweier Hybridomzellinien [6]. BsAk, die durch die letz- 
tere Methode hergestellt werden, haben den Vorteil "echte" An- 
tikorper mit einer korrekten Glykosylierung zu sein, die in 
einer reproduzierbaren Art und Weise von einem klar definier- 
tem Klon gewonnen werden konnen. Ein wesentlicher Nachteil 
dieser Methode ist aber, da6 die Kulturiiberstande derartiger 
Hybrid-Hybridome bis zu 10 verschiedene Antikorpermolekule 
enthalten, die durch die freie Kombination von schweren und 
leichten Immunglobulinketten entstehen Aus diesem Grund sind 
relativ aufwendige Reinigungsverf ahren zur Isolierung der kor- 
rekt gepaarten bispezif ischen Antikorper notwendig. 

Es gibt eine Reihe von Reinigungsverf ahren fur bsAk, die fast 
alle gangigen chromatographischen Methoden nutzen wie z.b 
Kationen- und Anionen- austauscherchromatographie, hydrophobe 
Interaktions-Chromatographie, Hydroxy lapat it und Affinitats- 
chromatographie. Ein gemeinsames Merkmal all dieser Verfahren 
ist, daB sich optimale Reinheitsgrade erst nach Einsatz von 
mindestens zwei unterschiedlichen Trennmechanismen (Saulenpas- 
sagen) erreichen lassen. Dies stellt einen wesent lichen Nach- 
teil fur eine groBtechnische Reinigung dar. Eine Methode, die 
in letzter Zeit vermehrt eingesetzt wird und diesen Nachteil 
zu umgehen versucht, soil hier naher diskutiert werden. Dabei 
handelt es sich um die Kationenaustauscherchromatographie 
(KA) . Diese Trenntechnik beruht auf der unterschiedlichen La- 
dung von verschiedenen Immunglobulinen bei einem gegebenen 
saurem pH (meist zwischen pH4,5-5,8) und erlaubt, unter ge- 
wiBen Voraussetzungen, die Isolierung der bsAk-Fraktion in ei- 
nem Reinigungsschritt . 

Dem Vorteil der Ein-Schritt-Reinigung stehen eine Reihe von 
Nachteilen gegeniiber die vor allem bei einer groBtechnischen 
Reinigung von bsAk ins Gewicht fallen: 
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a) An eine KA-Saule binden nicht nur Immunglobuline sondern 
alle sonstigen bei dem gegebenen pH positiv geladenen Pro- 
teine (wie z.B bovines Serumalbumin aber auch bovines Im- 
munglobulin) , wie aus [8] bekannt; 

b) dadurch wird gleichzeitig die Kapazitat der Saule fur bsAk 
verringert , 

c) dadurch daB die Paarungsmoglichkeit zwischen den schweren 
und leichten Ketten in Maus/Maus bzw. Ratte/Ratte Quadromen 
generell nicht eingeschrankt [7] ist gibt es bis zu 10 An- 
tikorpervarianten . KA-Saulen konnen derartige Varianten 
aufgrund der Ladungsunterschiede bis zu einem gewiBen Grad 
trennen [8]. Prinzipiell ist dies aber nur bei bsAk moglich 
bei denen die parentalen monoklonalen Antikorper sich genii- 
gend in den Ladungen ihrer leichten und schweren Ig-Ketten, 
bei dem gegebenen Puf f ersystem, das fur die Auftrennung ver 
wendet wird, unterscheiden. D. h. fur bestiirunte bsAk mit un 
giinstigen Antikorperkombinationen ist eine Aufreinigung mit 
tels KA-Chromatographie nicht moglich. 

d) teures Trennmaterial 

e) durch vorausgehende Konzentrierungsschritte wie z.B Salz- 
fallungen ist eine teilweise Denaturierung der bsAk moglich 

Des weiteren ist aus Ey et al. [9] bekannt, da£ die Subklassen 
der Maus bei unterschiedlichen pH-Werten von Protein A eluier- 
bar sind. Es wurden auch bereits Versuche unternommen um diese 
Eigenschaft von Protein A, fur die Reinigung der bsAk-Fraktion 
von Maus/Maus-Quadromen zu verwenden. Die wesentlichsten Nach- 
teile der o. a. Methoden sind folgende: 

1. Bei den bisher beschriebenen Reinigungsmethoden [10, 11], 
werden zunachst alle sezernierten Antikorpervarianten an 
Protein A gebunden. Daher steht ein Drittel weniger Kapazi- 
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tat zur Bindung der bsA3c an die Protein A-Saule zur Verfii- 
gung, als beim hier beschriebenen Verfahren. 

2. Als Folge dieser Bindung aller, von einem Maus/Maus-Quadrom 
sezernierten Antikorpervarianten an Protein A, ist die Ab- 
trennung der unerwiinschten parentalen Antikorper von der zu 
reinigenden bsAk-Fraktion, mit Hilfe der sequentiellen pH- 
Elution, nicht so prazise. 

3. Ein wesentlicher Faktor bei der Herstellung und Reinigung 
von bsAk, ist die Kontrolle der Fehlpaarungen von schweren 
und leichten Ig-Ketten. Dieser Punkt kann bei Maus/Maus bzw. 
Ratte/Ratte bsAk-Kombinationen zur unlosbaren Aufgabe wer- 
den. 

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren der e. g. Art zur 
Verfiigung zu stellen, mit dem es moglich ist heterologe bispe- 
zifische Antikorper mit hoher Reinheit herzustellen. 

Gelost wird diese Aufgabe durch die Merkmale des Pa- 
tentanspruchs 1. Die Unteranspriiche beschreiben vorteilhafte 
Ausgestaltungen des Verfahrens, bzw vorteilhafte Antikorper 
die mit diesem Verfahren herstellbar sind. 

Das Verfahren gemaB dem Patentanspruch 1. hat gegeniiber den 
o. a. Verfahren folgende Vorteile: 

Bei den von uns vorgeschlagenen heterologen bsAk-Kombinationen 
ist der Nachweis, vor allem der beiden leichten Ketten bei 
denen es ja keine Subklassenunterschiede gibt f was eine Quali- 
tatskontrolle der bsAk entscheidend erleichtert. 

Von uns wurde erstmals gefunden, dai^ in Maus/Ratte Quadromen 
eine hohere bsAk-Ausbeute durch eine bevorzugte, korrekte 
schwere/leichte Ig-Kettenpaarung moglich ist. 
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Da bei unserem Verfahren einer der am bsA3c beteiligten paren- 
talen Antikorper, grundsatzlich nicht an Protein A bindet, ist 
die Diskriminierung der bsAk-Fraktion und der zweiten parenta- 
len Antikorperfraktion die an Protein A bindet, wesentlich 
besser.Durch diese Entdeckung bekommt die bessere Ausnutzung 
der Reinigungsmoglichkeit von heterologen bsAk iiber Protein A, 
im Vergleich zu Maus/Maus oder Ratte/Ratte bsAk noch eine wei- 
tere Dimension/ Durch den wesentlich geringeren Anteil an 
Fehlpaarungen (Verringerung von 70 % auf 10 - 30 % je nach 
Klonkombinationen, siehe Fig. 1) von schweren und leichten Ig- 
Ketten, wird ein enormer Betrag an Energie und Kosten (Strom 
fur Brutschranke, Wachstumsmedien usw. ) und Kapazitat auf der 
Protein A-Saule, eingespart. 

Das Prinzip der Erfindung basiert auf den unterschiedlichen 
Aff initatskonstanten einer homologen- (CH2-CH3) 2 Immunglobulin- 
region und einer heterologen- (CH2-CH3) (CH2 • -CH3 • ) Immunglobu- 
linregion gegeniiber Protein A- Dabei tragt bei der hetero- 
(CH2-CH3) Konfiguration lediglich eine CH2-CH3 -Region zur Bin- 
dung an Protein A bei. Die zweite CH2 1 -CH3 1 -Region kann unter 
Umstanden, nach bereits vollzogener Bindung des bsAk an Pro- 
tein A diese Bindung noch unterstutzen. Die unterschiedlichen 
Aff initatskonstanten der Immunglobuline mit homo- und hetero- 
Konf iguration gegeniiber Protein A werden zur Reinigung der 
bispezif ischen Komponente genutzt. 

Ein wesentlicher Punkt dieses neuen Reinigungsprinzips fur 
bsAk ist, daB einer der parentalen Antikorper, die ebenfalls 
von den Quadromzellen sezerniert werden, nicht an Protein A 
bindet. D. h. eine der Hybridomzellinien, die mit einer zwei- 
ten Hybridomzellinie zum Quadrom fusioniert wird, sollte einen 
Antikorper produzieren der nicht an Protein A bindet. Aus die- 
ser Bedingung resultiert auch ein relativ hoher Unterschied 
zwischen den Aff initatskonstanten des bsAk und dem zweiten pa- 
rentalen Antikorper (der gut an Protein A binden sollte) ge- 
geniiber Protein A, der fur eine moglichst saubere Abtrennung 
dieser beiden Antikorpervarianten von Bedeutung ist. Diese 
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wichtige Voraussetzung wird am ef f izientesten durch die Fusion 
einer Mausantikdrper produzierenden Zellinie, mit einer Rat- 
tenantikorper produzierenden Zellinie erreicht. Von dieser Re- 
gel ist die Rattenantikorpersubklasse IgG2c ausgenommen, da 
sie als einzige der Rattenantikorper eine genxigend hohe Affi- 
nitat zu Protein A besitzt. 

Eine weitere Paarungsmoglichkeit, die diese Voraussetzungen 
erfiillt, ist die Kombination der humanen Subklasse IgG3 (keine 
Bindung an Protein A) mit einer der humanen Subklassen IgGl, 
IgG2a und IgG2b. 

Ein weiterer Punkt, der von wesentlicher Bedeutung fur eine 
moglichst einfache Reinigung von bsAk ist / ist eine of fen- 
sichtlich praf erentielle Paarung der schweren und leichten Im- 
munglobulinketten innerhalb einer Species in Quadromzellen. 
D.h. in einem Quadrom, das aus der Fusion eines Ratten-Hybri- 
doms mit einem Maus-Hybridom hervorgegangen ist, paart die 
leichte Ig-Kette der Maus groBtenteils mit der schweren Ig- 
Kette der Maus und analog die leichte Ig-Kette der Ratte mit 
der schweren Ig-Kette der Ratte, Die Paarung der schweren Ket- 
ten ist dagegen of f ensichtlich nicht restringiert . Eine Reihe 
von Untersuchungen, die die freie Kombinationsf ahigkeit von 
schweren und leichten Ketten innerhalb von Maus/Maus-Quadromen 
untersucht haben, kommen zu dem Ergebnis, daB generell keine 
Restriktion bezuglich der freien Kombinierbarkeit zwischen den 
je 2 schweren und leichten Ig-Ketten besteht [7]. D. h. nimmt 
man die Summe aller von einem Maus / Maus -Quadrom sezernierten 
Antikorpervarianten als 100 % so schwankt der Prozentsatz der 
korrekt gepaarten bispezif ischen Komponente zwischen 7,5 - 
10 % [7, 8] . 

In den von uns untersuchten heterologen Maus/Ratte Quadromen 
dagegen steigt der Anteil der korrekt gepaarten bsAk urn das 3- 
fache auf 20 - 3 0 %. Wobei ein hoherer Anteil aufgrund der of- 
fensichtlich weiterbestehenden freien Kombination der schweren 
Ketten untereinander nicht moglich ist. 
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ZusammengefaBt bringt die Herstellung von heterologen bsAk mit 
anschliefiender Reinigung iiber Protein A folgende Vorteile: 

a) ein urn das bis zu 3-fache gesteigerter Anteil von korrekt 
gepaarten bsAk im Vergleich zu konventionellen Maus/Maus 
oder Ratte/Ratte -Quadromen, 

b) falls einer der parentalen Ausgangsantikorper die humane 
Subklasse IgG3 (oder deren CH2-CH3 Region) besitzt, konnen 
selbst bsAk humanisierter Antikorper isoliert werden. Dabei 
konnte wie in Bsp.2 naher erlautert, die korrekte Paarung 
der Ratten- und Maus-Fab Domanen, weiterhin genutzt werden, 

c) bsAk, die auf parentalen Ausgangsantikorpern mit sehr ahn- 
lichen isoelektrischen Punkten basieren und damit iiber 
Kationenaustauscherchromatographie nicht unterscheidbar 
sind, werden isolierbar, 

d) einfache Ein-Schritt Reinigung der bsAk-Komponente iiber 
Protein A unter besonders schonenden Bedingungen bei der nur 
eine sehr geringe bis keine Denaturierung der bsAk auftritt 
(Elution bei pH 5,6 - 6,0; 100 mM NaCitrat) , dadurch besit- 
zen die so gewonnenen bsAk eine neue Qualitat, 

e) keine Kontamination durch bovine Immunglobuline (im Gegen- 
satz zur KA) , da diese erst bei einem pH > 7 unter Hoch- 
salzbedingungen (> 1 M NaCl) an Protein A binden, 

f) keine Kontamination durch andere im Serum enthaltenen Pro- 
teine (im Gegensatz zur KA) , da diese prinzipiell keine Af- 
finitat zu Protein A besitzen, 

g) Protein A ist im Vergleich zu den anderen chromatographi- 
schen Trennmedien mit Abstand das kostengiinstigste Trennme- 
dium f 
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h) Protein A besitzt bereits bei niederen Drucken hervorra- 
gende Trenneigenschaf ten, so da£ keine aufwendige HPLC-Tech- 
nik notwendig ist und die vor allem fur groBtechnischen Ein- 
satz wesentlich gunstigere FPLC-Technik verwendet werden 
kann. 

i) Der Grad der Fehlpaarungen der schweren und leichten Ig- 
Ketten bei Ratte/Maus Quadromen kann mittels speziesspezi- 
fischer Antiseren (die selektiv die leichten und schweren 
Ketten erkennen) , bestimmt werden. 

Die Suxnme all dieser Verbesserungen kompensiert den eingangs 
erwahnten Nachteil der Quadrom-Technologie der geringen bsAk 
Ausbeute und und bringt die unbestrittenen Vorteile dieses 
Verfahrens zum tragen. Das hier vorgestellte Verfahren kann 
wesentlich dazu beitragen die enormen Mengen von bsAk kosten- 
giinstig bereitzustellen, die fur einen Durchbruch der bsAk 
Therapie in der Klinik notwendig sind. 

Protein A ist ein Zellwandbestandteil von Staphylococcus au- 
reus und bindet an die Fc Region von Immunglobulinen einer 
Reihe von Species und Subklassen init unterschiedlicher Affini- 
tat. Es ist eine Polypeptidkette von 42KDa GroBe und enthalt 
fiinf Domanen. Vier stark homologe Domanen, von denen jede ein- 
zelne einer monovalenten Fc-bindenden Domane entspricht, sind 
auf einanderfolgend angeordnet. Mittels Trypsinverdau konnen 
aktive Fragmente isoliert werden die diesen homologen Domanen 
entsprechen und eine GroBe von 7 KDa besitzen. Die Fragmente 
binden an den Fc Teil von Immunglobulinen mit einer Stochiome- 
trie von 2:1. Aus kristallographischen Daten konnte Deisen- 
hofer [9] ableiten, da3 ein derartiges Protein A Fragment an 
einer Stelle zwischen der CH2 und CH3 Region unter Mitwirkung 
einiger Aminosaurenreste einer C-proximalen Ausstiilpung der 
CH2 Region bindet. 
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ZusammengefaBt laBt sich sagen, daB of f ensichtlich zwei Im- 
munglobuline an ein Protein A Molekiil binden, wobei vier homo- 
loge Domanen des Protein A Molekuls beteiligt sind. 
Es ist daher moglich als Saulenmaterial Fragmente von Protein 
A einzusetzen, welches mindestens zwei zusammenhangende Frag- 
mente B (Bindungsdomanen) enthalt. 

Die Erf indung wird in folgenden an Hand der Figuren mit Hilfe 
der Beispiele naher erlautert. 

Dabei zeigt die Fig. 1 alle von Hybrid-Hybridomzellen sezer- 
nierten Antikorpervarianten. Die Fig. 2 zeigt den Verlauf der 
bsAk Reinigung iiber Protein A. Die Fig. 3 und 4 zeigen die Zu- 
sammensetzung der beiden Peaks von Fig. 2. 

Beispiel 1 

Der erst bsAk wird von einem Quadrom produziert, das durch die 
Fusion zweier Hybridomzellen unterschiedlicher Spezies herge- 
stellt wurde. 

Die Ausgangsklone produzieren 1) einen Anti-Maus-CD3 Rattenan- 
tikorper der Subklasse IgG2b sowie 2) einen Anti-Maus-Thy-l. 2 
Mausantikorper der Subklasse IgG2a. 

Ein Liter Kulturiiberstand des bsAk wurde auf pH 7 eingestellt 
und mit einem 0,2 mm Filter sterilf iltriert . Ubernacht wurde 
der so behandelte Kulturiiberstand iiber eine 5ml Protein A - 
Saule geleitet und anschlieBend mit 10 Saulenvolumen PBS unge- 
bundene Serumbestandteile sowie die an Protein A nicht binden- 
den parentalen Rattenantikorper und homo Fc-Varianten ent- 
fernt. Mit auf pH 5.9 eingestelltem 0,1M NaCitratpuf f er wurde 
daraufhin der bsAk eluiert. Dabei ist es von Vorteil, wenn die 
KorngroBe des Tragermaterials an welches das Protein A gebun- 
den ist < 50 /xm ist. Im Vergleich zu Tragermaterialien mit 100 
/xm KorngroBe konnten auf diese Weise wesentlich scharfere Elu- 
tionspeaks erreicht werden. Der relativ hohe pH stellt in die- 
sem Fall sicher, daB sich ausschlieBlich Antikorpervarianten 
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mit hetero- Fc (CH2-CH3/CH2 1 -CH3 1 ) -Konf iguration im Eluat be- 
finden. Da nur eine Bindungsdomane des Protein A-Molekiils an 
die von der Maus stammende CH2-CH3 Region im bsAk bindet, ist 
bereits ein Absinken des pH von 7 auf 5,85 ausreichend fur ein 
Ablosen der bsAk. Zur abschlieBenden Regeneration des Protein 
A's wird auf pH 3,5 justierter 0,1M NaCitratpuf f er iiber die 
Saule geleitet wodurch sich auch die gebundenen homo- Fc (CH2- 
CH3)2 Varianten murinen Ursprungs ablosen. Die hohere Bin- 
dungsaf f initat der parentalen Mausantikorper und der homo-Maus 
Fc Varianten beruht dabei auf der zusatz lichen zweiten in- 
teragierenden Protein A Bindungsdomane. Der Verlauf der bsAk- 
Reinigung iiber Protein A, ist in Fig. 2 gezeigt. 

Die Reinheit der bsAk (pH 5,85) - und parentalen Mausantikor- 
per (pH 3,5)- Fraktion wurde mit Hilfe einer Mono S Kationen- 
austauschersaule (Fig. 3 und 4) sowie im ELISA iiberpruft. 

Durch unterschiedliche Verzuckerungen der Antikorper wird ein 
Peak welcher einer Protein A Elutionsf raktion entspricht bei 
der KA-Chromatographie in mehrere Peaks aufgespalten (siehe 
Fig. 3, bei der der reine bsAk nach Bsp.l, in mehrere Peaks 
zerfallt) . 

Fig. 4 zeigt die Zusammensetzung der parentalen Mausantikor- 
per. Fehlpaarungen sind in den Peaks 3 enthalten. BsAk sind in 
den Peaks 4 als Spurbestandteile enthalten. Aus diesem Dia- 
gramm ergibt sich die Erkenntnis da£ Fehlpaarungen im Gegen- 
satz zu Maus/Maus-Quadromen wesentlich eingeschrankt vorhanden 
sind. Daher eignet sich diese modifizierte Quadrommethode bei 
welcher unterschiedliche Hybridome verschmolzen werden, beson- 
ders zur Herstellung von bsAk. 

Definition der pH-Bereiche. 

1. Unterhalb von pH 5 beginnt die Ablosung der parentalen Maus 
lgG2a Antikorper. Unterhalb von pH 6.8 beginnt die Ablosung 
der bsAk. 
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2. Oberhalb von pH 5.2 keine Ablosung von parentalen IgG2a 
Mausantikorpern (< 2 %) . 

Bei pH 6 quantitative Elution der bsAk, nach langerer Ver- 
weildauer des Elutionspuf f ers mit geringerer bsAk Konzen- 
tration. 

3. Optimaler Bereich (pH 5.8 ± 0.2) mit kurzer Elutionszeit 
und maximaler bsAk Konzentration . Es hat sich gezeigt da6 
Protein A auf grobkornigem Trager mit Durchmesser > 100 fim 
schlechter zur Trennung geeignet ist als Protein A auf Tra- 
ger < als 50 jzm. 

Anmerkungen zur Kationenaustauscherchromatographie: Die Lauf- 
bedingungen der Mono S Laufe waren identisch. Es wurde ein 
NaCl-Gradient von 50 - 800 mM verwendet, wobei der pH mittels 
50 mM MES bei pH 5,5 konstant gehalten wurde. 

Abschatzungen der Mengenverhaltnisse der einzelnen Antikorper- 
varianten im Kulturuberstand des heterologen Hybrid-Hybridoms 
(G2). 

Zur Abschatzung der prozentualen Mengenverhaltnisse der ein- 
zelnen Antikorpervarianten wurden 1. die Flachen unter den 
einzelnen klar definierten Peaks der Mono S-Laufe herangezogen 
und 2. die ELISA-Daten der einzelnen Peaks berucksichtigt . Fur 
das Quadrom G2 konnte mit diesen Methoden ein Wert von 20 - 
25 % richtig gepaarten bsAk bestimmt werden, was einer Steige- 
rung der bsAk-Ausbeute urn das 2,5-fache, gegeniiber konventio- 
nellen Maus/Maus Quadromen, entspricht. Da ein Wert von 33% 
fur die bsAk-Fraktion aufgrund der freien Paarung von schweren 
Maus und Ratten Ig-Ketten in der Quadromzelle nicht iiber- 
schritten werden kann, befindet man sich mit 2 0 - 25 % Aus- 
beute bereits nahe der optimalen Ausbeute. 
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Beispiel 2a 

Dieses Beispiel zeigt, daB selbst innerhalb einer Species die 
Ein-Schritt Reinigung der bsAk-Komponente iiber Protein A mog- 
lich ist. In diesem Fall muB einer der beteiligten Ausgangsan- 
tikorper eine Subklasse besitzen, die nicht an Protein A bin- 
det. In unserem konkreten Beispiel ist der bsAk aus zwei huma- 
nisierten Antikorpern zusammengesetzt . Dabei wurden in Klon A 
die urspriinglich murinen Sequenzen der CH2-CH3 Domanen durch 
die humanen Sequenzen der Subklasse IgGl ersetzt. In Klon B 
dagegen wurden die urspriinglichen Rattensequenzen der CH2-CH3 
Domanen durch humane Sequenzen der Subklasse IgG3 ersetzt. Die 
humane Subklasse IgG3 stellt hierbei den an Protein A nicht- 
bindenden Anteil des bsAk. 

Prinzipiell kann die humane Subklasse IgGl in diesem Beispiel 
durch jede weitere an Protein A bindende humane Subklasse er- 
setzt werden. 

Die Reinigung der bsAk aus dem Kulturiiberstand eines derarti- 
gen Quadroms, kann grundsatzlich nach dem in Bsp.l gezeigten 
Protokoll erfolgen. 

Beispiel 2b 

In dieser Variante von Beispiel 2a handelt es sich urn bsAk 
zweier vollstandig humanisierter Antikorper von denen ein 
Partner die CH2-CH3 Region der humanen Subklasse IgG3 besitzt. 
Wenn berucksichtigt wird, daB die andere am bsAk beteiligte 
humane Subklasse an Protein A bindet, kann das hier vorge- 
stellt Reinigungsprinzip auf einen derartigen humanen Antikor- 
per ebenfalls angewendet werden. 

Beispiel 3 

In Beispiel 3 wird gezeigt, daB durch die Fusion geeigneter 
Ausgangsklone der Vorteil der hier beschriebenen Reinigungsme- 
thode mit einer gewunschten monovalenten Bindung des bsAk kom- 
biniert werden kann. In diesem konkreten Fall wiirde ein Rat- 
tenant ikorper mit einer interessanten Spezifitat mit einem 
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Mausantikorper, einer in dem jeweiligen in vitro- Oder in 
vivo-Systeirt irrelevanten Spezifitat, fusioniert werden. Der 
parentale bivalente Rattenantikorper wiirde wiederum aufgrund 
seiner fehlenden Bindung an Protein A bereits bei der Beladung 
der Protein A-Saule abgetrennt werden. Eine moglichst hohe 
Ausbeute ist in diesem Beispiel ebenfalls aufgrund der prafe- 
rentiellen Paarung der schweren und leichten Kette der Ratte 
miteinander gewahrleistet . Ein weiterer Vorteil der hier be- 
schriebenen Variante ist die durch die Maussubklasse IgG2a 
hinzugewonnene Ef f ektorf unktion des bsAk, falls der beteiligte 
Rattenantikorper der Subklasse IgG2a oder IgGl angehoren 
sollte. 

Beispiel 4 

In Beispiel 4 wird die Kombination eines, gegen ein humanes 
Antigen gerichteten monoklonalen Antikorpers, mit einem gegen 
ein murines Antigen gerichteten Antikorpers, behandelt .Ein 
derartiger bsAk konnte 

1. durch geeignete Wahl der Species bzw. Subklassen der betei- 
ligten monoklonalen Antikorper, die Vorzuge der hier vorge- 
stellten Erfindung zur Reinigung von bsAk sowie der erhoh- 
ten, korrekten schwere/leichte Immunglobulinkettenpaarung 
bei Maus/Ratte-Quadromen, nut z en, 

2. aufgrund seiner eingangs erwahnten Spezifitaten im Menschen 
bzw. der Maus jeweils nur mit einem Bindungsarm (monovalent) 
binden. Eine Eigenschaft die fur bestimmte Therapief ormen, 
wie z. B. die Depletion von bestimmtem Lymphozy- 
tenpopulationen, von Bedeutung ist, 

3. durch geeignete Subklassenwahl der beteiligten Antikorper 
bestimmte Eff ektorf unktionen besitzen, 

4. praklinisch auf seine Biokompatibilitat in der Maus ge- 
testet werden und damit Ruckschliisse auf seine Eigenschaf ten 
im Menschen gezogen werden. 



WO 95/33844 PCT/EP95/01850 



- 14 - 



Beispiel 5 

Nachdem Rousseaux 1981 [13] gezeigt hat, dafi die Rattensub- 
klasse IgG2c als einzige der Rattensubklassen an Protein A 
bindet, konnten bsAk von Ratte/Ratte Quadromen, bei denen ei- 
ner der Fusionspartner die Rattensubklasse IgG2c produziert, 
ebenfalls nach dem in Bsp 1 vorgestellten Protokoll gereinigt 
werden. Dies ware gleichzeitig die erste Reinigungsmethode fur 
bsAk der Ratte, mittels Protein A. 
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Patentanspruche ; 

1. Verfahren zur Herstellung von heterologen bispezif ischen 
Antikorpern mit folgenden Verf ahrensschritten: 

a) Erzeugung eines Quadroms fusioniert aus Hybridomen von 
denen eines Antikorper (1) produziert welche eine Affi- 
nitat zur Bindungsdomane von Protein A besitzen und von 
denen das andere Hybridom Antikorper (2) produziert wel- 
che eine im Vergleich zum Antikorper (1) eine schwachere 
Oder keine Aff initat zur Bindungsdomane von Protein A 
besitzen, 

b) Vermehrung und Kultivierung der Quadrome in iiblicher 
Weise, 

c) Auftragen des Quadrom-Kulturiiber stands auf eine Saule, 
welche mit einem Material beschichtet ist, das Bindungs- 
domanen von Protein A als funktionelle Gruppen enthalt, 

d) Auswaschen der nicht gebundenen Proteine im entsprechen- 
den pH-Bereich und 

e) Elution der bsAk in einem pH-Bereich der mindestens 0.5 
Einheiten iiber dem pH liegt, bei dem die Antikorper mit 
starkeren Aff initat zur Bindungsdomane von Protein A 
noch gebunden sind. 

2. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daB der Antikorper (1) ein 

- Mausantikorper der Subklasse IgG2a, IgG2b, IgG3 , ein 
- humaner oder humanisierter Antikorper der Subklasse 
IgGl, IgG2, IgG4 oder ein 

- Rattenantikorper der Subklasse IgG2c ist. 

3. Verfahren nach Patentanspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet daB der Antikorper (2) ein 

- Rattenantikorper der Subklasse IgGl, IgG2a, IgG2b, IgG3 
oder ein 

- humaner oder humanisierter Antikorper der Subklasse IgG3 
ist. 
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4. Heterologer bsAk herstellbar gemaB einem der Patentanspru- 
che 1 bis 3, bestehend aus Mausantikorper der Subklasse 
IgG2a fusioniert mit Rattenantikorper der Subklasse IgG2b. 

5. Heterologer bsAk herstellbar gemaB einem der Patentanspru- 
che 1 bis 3, bestehend aus humanem oder humanisiertem Anti- 
korper der Subklasse IgGl fusioniert mit humanem oder huma- 
nisiertem Antikorper der Subklasse IgG3 . 



6. Heterologer bsAk herstellbar gemaB einem der Pa- 

tentanspriiche 1 bis 3 , bestehend aus Rattenantikorper der 
Subklasse IgG2c fusioniert mit Rattenantikorper der Sub- 
klasse IgG2b. 



7. Heterologer bsAk herstellbar gemaB einem der Patentansprii- 
che 1 bis 3 , bestehend aus humanem oder humanisiertem Anti- 
korper der Subklasse IgGl, IgG2 oder IgG4 fusioniert mit 
Rattenantikorper der Subklasse IgG2b, IgG2a, IgGl oder IgG3 



8. Heterologer bsAk herstellbar gemaB einem der Patentansprii- 
che 1 bis 3, bestehend aus Rattenantikorper der Subklasse 
IgG2c fusioniert mit humanem oder humanisiertem Antikorper 
der Subklasse IgG3 



9. Heterologer bsAk herstellbar gemaB einem der Patentansprii- 
che 1 bis 3, bestehend aus Mausantikorper der Subklasse 
IgG2a, IgG2b, IgG3, fusioniert mit humanem oder humanisier- 
tem Antikorper der Subklasse IgG3 . 
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